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1. 研究背景   
	 動物や陸上植物に代表される複雑な細胞分化をもつ生物は、単細胞性祖先が多細胞性を
進化させること (多細胞化) で生じた。このような多細胞化は、真核生物の様々な系統で独
立に 25 回以上起きたとされている [1]。しかし、動物や陸上植物での多細胞化は約 6-10 億
年前に起きたとされ [2]、単細胞性から多細胞性への進化的中間段階の種が現存していない
ために、生物学的な解析が困難である。一方、緑藻綱ボルボックス目内のボルボックス系
列と呼ばれる系統は、単細胞性祖先から約 2 億年前に多細胞化したと考えられており [3]、
単細胞性のクラミドモナス (Chlamydomonas reinhardtii) から細胞分化のみられる 500 細胞
性以上のボルボックス (Volvox carteri) にかけて、細胞の数や分化レベルで進化的中間段階
と考えられる複数の種を含むため、多細胞化のモデル生物群である [4] (図 1)。最近、細胞
分化のみられない 8または 16細胞性のゴニウム (Gonium pectorale) の比較ゲノム解析より、
細胞周期関連遺伝子群の進化が本系列の多細胞化初期に寄与した可能性が示唆された [5]。
一方、本系列には 4 細胞性で、より祖先的な系統的位置のテトラバエナ (Tetrabaena socialis) 
が存在する [3, 6]。しかしこれまで、テトラバエナでは細胞形態学的・分子生物学的な研究
がほとんど行われていなかったために、本系列の多細胞化初期の進化については不明な点
が多かった [3]。 
	 ボルボックス系列藻類は multiple fission と呼ばれる連続した複数回の細胞分裂により個
体を増やすが、単細胞性の種と多細胞性の種では細胞質分裂の様式が異なると考えられる 
[3] (図 2)。しかし、本系列および本系列以外の生物に関しても細胞質分裂関連遺伝子に着目
した、多細胞化に関する研究はこれまで行われていない。 
	 本研究でははじめに、4 細胞性ボルボックス系列緑藻テトラバエナの細胞形態学的解析を
実施し、多細胞性に重要な形質 [4]を持つことを明らかにした。その上で新たに構築した本
種のゲノム情報を利用し、先行研究 [5]で指摘された細胞周期関連遺伝子群の比較解析を行
った。また、細胞質分裂と多細胞化との関連を探るため、陸上植物において細胞質分裂に関
与するダイナミン様タンパク質 (dynamin related protein: DRP) DRP1 [7]について、単細胞性
のクラミドモナスと多細胞性のテトラバエナ、ゴニウムでの比較解析を実施した。 
 
2. 4 細胞性ボルボックス系列緑藻 Tetrabaena socialis の細胞形態学的解析  
	 多細胞性のボルボックス系列緑藻は複数の細胞が 1 個体として遊泳するため、単細胞性
のクラミドモナスとは鞭毛根の配置が異なることが知られている [4,8]。また、多細胞性の
種では multiple fission 時に不完全な細胞質分裂が生じ、娘細胞間に原形質の架橋 
(cytoplasmic bridges: CBs) が形成されることで、多細胞体を形成する [4,9]。4 細胞性のテト
ラバエナにおいて、より細胞数の多い種で重要とされるこれら 2 形質の有無を明らかにす
るため、テトラバエナの同調培養系を確立して形態観察を行った。免疫蛍光染色法による
鞭毛根の観察より、テトラバエナの鞭毛根はクラミドモナスの回転対称な配置 [10] と異な
り、多細胞性のゴニウム [11] と同様に各細胞が非回転対称な鞭毛根をもつことが明らかと
なった (図 3)。次にテトラバエナの細胞質分裂時の 4 細胞期の細胞を透過型電子顕微鏡によ
り観察したところ、4 個の隣り合う娘細胞どうしが CBs で接続されていることが明らかに
なった (図 4)。これは、テトラバエナの multiple fission においてゴニウムやボルボックスと
同様に不完全な細胞質分裂が行われていることを意味する (図 4)。したがって、4 細胞のテ
トラバエナは多細胞生物としての細胞形態学的特徴を備えており、最も細胞数の少ない統
合された多細胞生物であると結論した。また、ボルボックス系列ではテトラバエナ、ゴニ
ウム、ボルボックスの共通祖先 (TGV-clade)で非回転対称な鞭毛根と不完全な細胞質分裂が
獲得されていたと推測される。 
 
3. ゲノム情報を用いた細胞周期関連遺伝子群の多細胞化初期進化における比較解析  
	 第 2 章で最も細胞数の少ない多細胞生物であることが明らかになったテトラバエナを用
いて、多細胞化の初期段階を分子レベルで明らかにする目的で、テトラバエナの核ドラフ
トゲノムデータおよびトランスクリプトームデータを新たに構築した (南アフリカのウィ
ットウォーターズランド大学との共同研究)。ボルボックス系列の多細胞化に寄与したと報
告されている [5] サイクリン遺伝子 (CYCD1) とその制御を受ける細胞周期チェックポイ
ント機能をもつ RB タンパク質 [5] について、多細胞化初期段階での進化を明らかにする
ため、テトラバエナドラフトゲノムおよびトランスクリプトームデータから BLAST 検索に
より両遺伝子の部分配列を取得し、RACE 法でコーディング領域全長を決定した。その結果、
テトラバエナの CYCD1 遺伝子は、多細胞性のゴニウムとボルボックスと同様に [5] ゲノム
上の近傍で重複しており (図 5)、RB タンパク質は多細胞性の種の特徴とされる短い L1 領
域を持っていた。したがって、ゴニウムやボルボックスなどの多細胞性の種で共通するこ
れら分子の特性は TGV-clade の共通祖先で単細胞性の種から進化し、多細胞化に寄与した
可能性が示された。 
 
4. 細胞質分裂関連ダイナミン様タンパク質 DRP1 の比較生物学的解析  
	 ボルボックス系列緑藻では、細胞質分裂に直接関与する遺伝子の知見が乏しい。そこで
本研究では、真核生物の細胞質分裂に関わる DRP のうち、陸上植物で細胞質分裂に関与す
る DRP1 [12] の本系列における比較解析を実施した。第 3 章で新たに構築したテトラバエ
ナドラフトゲノム・トランスクリプトームアセンブリから DRP1 (TsDRP1) の部分配列を取
得、RACE 法でコーディング領域全長を決定し、新たに抗 TsDRP1 抗体を作成した。陸上
植物は DRP1 を複数コピー、ボルボックス系列を含む緑藻植物ではシングルコピーでもっ
ており (図 6)、ドメイン構造は基本的によく保存されていた。本系列における DRP1 の細
胞質分裂時の動態から多細胞化初期進化への寄与を探るため、単細胞性のクラミドモナス
と、多細胞性のテトラバエナ、ゴニウムの計 3 種の同調培養系を用い、抗 TsDRP1 抗体に
よる免疫蛍光染色法で細胞質分裂期前後の局在解析を行った。DRP1 はクラミドモナス、テ
トラバエナ、ゴニウムの栄養細胞では細胞質中に散在するような局在パターンであったが、
分裂期の細胞においては分裂面への顕著な局在が観察されたため、細胞質分裂への関与が
予測される。特に multiple fission の 4 細胞期における DRP1 局在を比較すると、クラミドモ
ナスでは主に第二分裂面で観察されたが、テトラバエナとゴニウムでは第一・第二分裂面
の両方で明らかな局在が観察された (図 7)。このようなクラミドモナスと多細胞性の種で
異なる DRP1 の局在パターンは、単細胞性と多細胞性の multiple fission 中の分裂面における
差をタンパク質の局在レベルで示す結果であると考えている。 
 
5. 総合考察  
	 4 細胞性のテトラバエナの細胞形態学的解析より、本種がボルボックス系列で最も細胞数
の少ない多細胞生物であることが示された。また、細胞周期関連 CYCD1 遺伝子の重複や、
細胞質分裂関連 DRP1 の局在変化が、多細胞性ボルボックス系列藻類の共通祖先で獲得され、
多細胞化に寄与した可能性が示唆された。本研究は、ボルボックス系列で多細胞体の形成
に重要な multiple fission の際に、多細胞性の種は細胞形態学的レベル (不完全な細胞質分裂
による CBs の形成) と、タンパク質の局在レベル (DRP1 の局在) の両面で、単細胞性と異
なっていることを明らかにした。また、これは DRP1 のような細胞質分裂関連遺伝子の変化
が多細胞化初期に貢献した可能性を初めて示すものである。今後、免疫電子顕微鏡を用い
た DRP1 のより詳細な局在と CBs との関連の観察や、ボルボックス系列における DRP1 の
機能の解明、他の細胞質分裂関連遺伝子の解析から、本系列の細胞質分裂と多細胞化との
関連がさらに解明されることが期待される。 
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